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@ Stabile pharmazeutische Darreichungsform fur Peptide, Proteine und Nukleinsauren 

@ Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind lagersta- 
bile lyophilisierte pharmazeutische Zubereitungen von 
Biomolekulen, wobei die Biomolekule ausgewahlt sind 
aus der Gruppe bestehend aus Proteinen, Peptiden, Nu- 
kleinsauren und Kohlehydraten, und ferner eine oder 
mehrere basische D- oder L-Aminosauren und zusatzlich 
eine oder mehrere Aminodicarbonsaure, Hydroxycarbon- 
saure oder Dicarbonsaure oder deren physiologisch ver- 
tragliche Salze enthatten sind. Die Hilfsstoffe liegen im Ly- 
ophilisat zumindest teilweise in amorpher Form vor. 
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\^^V Beschreibung 

Die Erfmdung betrifft siabile lyophilisierie Zusammenseizungen fur pharmazeuiische odor diagnostische Zwecke, die 
ein Protein, ein PepticI, cine Nukleinsaurc oder ein Polysaccharid enthalten. wobei die HilfssiorYe derart ausgewahll sind, 
5 daR die Lyopliilisate in aniorpher oder teilaiuoipher Fonii vorliegen. 

Die Fori schri lie in der B i ot ee lino log ie in den leizten 20 Jahren fiihrten zu cine in imnienscn Anwaehsen der Zahl von 
Biomolekiilen. die in groReren Mcngen verfugbar sind. Ein besonders aktives Feld fiirdiese Produkle isi die Anwendung 
in pharmazeuiisehen Therapien. So werden zum Beispiel bestimmte Proieine zur Regulation einzelner Zelliypen einge- 
seizt, Nukleinsauren zur Regulation der Genexpression. Polysaccharide zur Vakzinierung. In der klinischen Praxis ist es 
10 von Vorteil. wenn die Praparate bei Raumteniperatur gelagert werden konnen. da der Lagerrauni zur Kuhlung ofimals be- 
grenzt isi. 

Bei (eiuperaturemprindlichen Praparaten ist zudem cine genaue Kontrolle der Lagerdauer zwischen Entnahme a us 
dem Kuhlschrank und der Applikation (z. B. Injektion) nolvvendig. da sich durch Abbaureaktionen Nebenprodukte bil- 
den konnen. die das Wirkungsspekrruni verfalschen konnen. Insbesondere in der Routine mi Krankenhaus sovvie in uni- 
ts fangreieheren klinischen Studien atn Menschen ist es schwierig, eine durchgehende Kontrolle der Lagerbedingungen der 
Praparate zu gewahrleisten. 

Samtliche Biomolekiile konnen niehr oder weniger leicht hydrolysieren. Die Hydrolyse ist Bestandieil des natiirliehen 
Metabolismus und z. B. erforderlich, uiu die Akkumulation hohermolekularer toxischer Substanzen ini Korper zu ver- 
hindern. 

20 In der Literatur ist zudeni eine Vielzahl von weiteren Abbaureaktionen beschrieben. die fur Biomolekule in unter- 
schiedlichem MaR zutreffen. Ini Fall von Peptiden oder Proteinen erfolgen derart ige Abbaureaktion durch Aggregation, 
Denaturierung, Isomerisierung oder Redox vorgange. Ini Fall von Nukleinsauren fuhren beispielsvveise Desaininierung 
oder Addition eines Nukleophils zum Abbau der Nukleinsauren. 

Bei der Entwicklung von stabilen Lyophilisaien. wie z. B. von pharmazeuiisehen oder diagnostischen Zubereitungen 

25 von Peptiden oder Proteinen, gibt es noch keine gesicherten kausalen Methoden, die es gestatten wiirden, aus der Viel- 
zahl der moglichen Hilfs- und Zusatzstoffe diejenigen Hilfssloffe zuverlassig auszuwahlen. die eine siabile Darrei- 
chungsrorm des jeweiligen Wirkstofres gewahrleisten. Die Auswahl geeigneter Hilfssloffe zur Erzielung einer hinrei- 
chend stabilen Darreichungsform, die beispielsweise eine hinreichend lange Lagerslubilitai gewahrleisten oder die die 
oben genannten Abbaureaktionen verzogern oder verhindem, geschieht meisi empirisch. 

JO Es ist bekannt, daR die Lagerstabiliiat vieler Protein praparate durch Entzug des Wassers erhoht wird. Geeignete Me- 
(hoden hierzu sind Gefriertrocknung und Vakuumtrocknung. Die Anwendung solcher technischer Prozesse kann jedoch 
ebenfalls Abbaureaktionen hervorrufen, z. B. ist in der Gefriertrocknung eine Einfrierphase noiwendig. Allerdings sind 
viele Proteine nicht hinreichend stabil gegen Einfrierprozesse. Beim Abkuhlen der waRrigen Losung eines Biopolymers 
kristallisiert der Liberwiegende Teil des Wassers aus. wahrend das Biopolvmer in amoiphem Zustand verbleibt. Dadurch 

J5 kann es zu einer Veranderung der molekularen Umgebung des Biopolymers kommen. wodurch sich auch die raumliche 
Struktur bzw. Konformation des Biopolymers selbst iindern kann. Dies wiederum kann Abbaureaktionen begiinsiigen, 
indeni beispielsweise die Reaktivitat einzelner funklioneller Gruppen zunimml oder aufgefaltete Kettensegmente be- 
nachbarter Polymemiolekiile aggregieren. Ebenso kann in der Trocknungsphase der Entzug der das Protein umgebenden 
Hydraihulle chemische Reaklionen wie Oxidation in der Proteinkette zur Folge haben. Durch den Zusatz von geeigneten 

40 Zusatzstoffen konnen diese Abbaureaktionen vermieden oder zumindest im AusmaR verringert werden. 

Bei der Gefriertrocknung oder Vakuumtrocknung besteht die Funktion der Milfsstolfe im wesentlichen darin, eine sta- 
bilisierende antorphe Utugebung fur das Biopolvmer zu schaffen. die bei weiterer Abkuhlung im Glaszustand ersiarrt. 
Der Ubergang geschieht sprungartig innerhalb eines sehr engen Temperaturiniervalls und laRt sich durch die Glastempe- 
raiur Tg' charakterisieren. Unierhalb dieser Temperalur isi die molekulare Bevveglichkeit und damit auch die Reaktivitat 

45 stark herabgesetzt. In einer fiir die Gefriertrocknung gut geeigneten Rezeptur liegt Tg" moglichst hoch. typischerweise 
oberhalb von -40°C. 

Um hinreichend stabile lyophilisierie phannazeutische Darreichungsfonnen herstellen zu konnen. ist es erforderlich, 
nursolche HilfsstorYe auszuwahlen. die wahrend des Einfrierens nicht oder hochstens teilweise auskristallisieren. Derar- 
tige Hilfssloffe werden auch als "Cryoprotectants" bezeichnet. In der Haupttrocknungsphase sublimieren die Eiskristalle. 

50 wahrend in der Nachtrocknungsphase ein Teil des in der amorphen Phase und im Biopolvmer gebundenen Wassers ab- 
gezogen wird. was in der Regel drasiischere Bedingungen erfordert (hohere Temperalur oder strirkeres Vakuum). Mit der 
Abnahme des Wassergehalts im Gefriertrocknungsgut sieigt Tg'. Um die Zeii fiir den TrocknungsprozeB zu verkurzen. 
wird die Temperalur der Platten der Gefrierlrocknungs-Kammer sukzessive erhoht. die Temperalur im Gefriertrock- 
nungsgut darfTg" jedoch nie uberschreiten. 

55 In der Trocknungsphase bewirken die Hilfssloffe die Aufrechlerhaltung des Glaszustandes, in den das Polymer einge- 
bettet ist. In der Nachtrocknungsphase entstehen zudem durch Entzug von Wassenuolekiilen im Biopolvmer freie Valen- 
zen fur Wasserstoft^riickenbindungen. Auch hierdurch erhoht sich die Reaktivitat des Biopolymers. Durch den Zusatz 
von geeigneten stabilisierend wirkenden Hilfsstoffen soil die Ausbildung von Wasserstoffbriicken bewirkl werden, die 
fiir das Biopolvmer eine Umgebung aus Wasserersatz zu schaffen. Hierriir wurde der Begriff "Lvoproteciants" gepragt. 

60 Die Obcrgrenze fiir die Temperaturbelastung beim Lagem wird durch die Glasiibergangstemperatur Tg bestimmt, 
oberlialb derer die molekulare Beweglichkeil stark zunimml. Als Folge dessen treten oft Krisiallisationsprozesse (be- 
schrieben durch die Kristallisationstemperalur Tk) oder chemische Reaktionen auf. Makioskopisch gesehen kommt es 
dabei oft zum sog. Kollaps des Lyophilisatkuchens (beschrieben durch die Kollapstemperatur Tc), da die Hilfsstoffmo- 
lekiite untereinander assoziieren. was von einer Verringerung der spezifischen Obertliiche der Hilfssiolfmalrix beg lei let 

65 wird. 

Das im Lyophilisat vorhandene Wasser senkt Tg, in einer guten Rezeptur liegt die Restfeuchte nach Gefriertrocknung 
unter 3%. Im Laufe liingerer Lagerung kann sie allerdings etwas ansteigen. Um einen genugenden Sicherheilsabstand zu 
haben. sollie die Lagertemperatur des Lyophilisates im Glaszustand maximal 20°C unierhalb von Tg liegen. 
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WO 93/00807 beschreibi^i^^weikomponentensysteiu, bestehend aus eincin OT^oprotectani (wie Polyethylenglykol. 
PVPoder Starke) und cincm Lyoproieciani (wie Zucker, Polyhydroxyalkohol oiler Aminosaure) zur Stabilisierung wah- 
rend der Lyophilisation. 

Nach Levine und Slade steigt die Tendenz zur Glasbildung mil dem Molekulargewicht. Zur Bildung siabiler Glasma- 
irices werden daher Poly mere wie PVR Proleine (insbesondere Scrumalbumin) oder Polysaccharide (Dextran) einge- 5 
seizi. 

Es ist jedoch bekannt. daB Schutzproteine wie Serumalbumin nach fnjeklion nachleilig sein konnen, da sie die Bildung 
von Aniikorpern hervorrufen konnen. was den Einsatz fur parenlerale Praparate beeintrachtigt. Zudeni isi Chargenkon- 
sistenz oft schwer zu gewahrleisten. Weiterhin konnen Unterschiede in den Rohstoffchargen der Schutzproteine Unsi- 
cherheilen mil sich bringen. da hierdurch die ProzeBfahigkeit und die Qualitiit der result icrenden Produktchargen negativ to 
beeinlluBl werden kann. 

Die als Hilfsstoffe eingesetzten Polysaccharide konnen ini Blutkreistauf daruberhinaus pyrogen wirken. AuBerdein 
haben Polysaccharide den Nachteil. daB sie oft ein Anquellen erfordern. so daB sie bei der Rekonstilution eines Lyophi- 
lisats die schnelle Bildung einer klaren Losung behindem. AuBerdem besteht das Material in der Regel aus einer Fraktion 
niit unterschiedlichen Kettenlangen. was die Chargenkonsistenz erschwert. Letzteres gilt auch flir synthetische Polymere 15 
wie PVP 

Als niedennolekulare Substanzen zur Glasbildung in Lyophilisaten fiir Biomolekulc werden bisher fasi ausschlieBlich 
Polyhydroxyverbindungen wie Saccharide (Saccharose. Trehalose. Glucose) oder Zuckeralkohole (Mannit) verwendet. 
Reduzierende Zucker wie Glucose oder Maltose konnen Radikal- oder Redoxreaktionen verursaehen, aber auch niit pri- 
maren Aminogruppen (z. B. in Proteinen) Amadori-Produkle bilden. Zusatzlich kann sich das Praparat durch die Mail- 20 
lard-Reaktion briiunlich vertarben. Nicht reduzierende Di- oder Trisaccharide konnen hydrolysieren. wobei sich einer- 
seits reduzierende Zucker bilden konnen, andererseits werden moglicherweise die physikalischen Eigenschaften der 
Hilfsstoffmatrix beeintrachtigt. Von Zuckeralkoholen wie Mannit ist bekannt. daB sie z. B. in Gegenwart von Acetat Hy- 
drolysereaktionen katalysieren. Zudem neigen sie zuni Auskristallisieren. Dennoch wird haufig die Konibination Man- 
nit/Glvcin/(evtl. Phosphat, Detergens) als Hilfsstoffniatrix zur Lvophilisation von Proieinen eingesetzt (vgl. 25 
EP 0 597 1 0 1 . WO 89/096 14 ). 

Zur Lyophilisation wird in der Regel auch eine weitere Verbindung (z. B. Saccharose) zugesetzt werden. uni eine glas- 
artige Matrix zu erhalten. Der Zusatz von Mannit oder Glycin als sog. "bulking agents" ergibt nur metastabile Glaszu- 
stande. die bei Lagerung nachkristallisieren konnen. 

Uberraschenderweise wurde gefunden, daB besiimmle Koinbinationen von HilfsstoLfen als Glasbildner bei der Ly- 30 
ophilisation von Bioniolekiilen geeignet sind. Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind daher lyophilisierte Zuberei- 
tungen enthaltend a) Bioniolekiile ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Proteinen. Peptiden. Nukleinsauren und 
Kolilehydraten. b) eine oder me lire re basische D- oder L-Aminosaure und c) eine oder niehrere Aniinodicarbonsaure. 
Hvdroxvcarbonsaure. Hvdroxvdicarbonsaure oder Dicarboniiure, oder deren physiologisch vertragliche Salze. wobei die 
Hilfsstoffe ini Lvophilisal zuniindest teilweise in aniorpher Form vorliegen. 35 

Die Auswahl der Hilfsstoffe fiihrt dazu, daJ5 die Hilfsstoffe in den Lyophilisaten entweder vollkommen amorph oder 
zuniindest in teilamorpher Modihkation vorliegen. Derartige Lyophilisate weisen ini Gegensatz zu krisiallinen Zusam- 
mensetzungen eine Glasubergangsteinperatur (Tg) auf Geeignete Koinbinationen von Hilfsstoffen sind Mischungen ent- 
haltend mindestens je eine Substanz aus den Gruppen (A) und (B). wobei (A) eine basische D- oder L-Aminosaure ist, 
und (B) eine Aniinodicarbonsaure. insbesondere eine saure D- oder L-Aminosaure: Aminocarbonsaure: Monocarbon- 40 
saure; Dicarbonsaure oder Hydroxydicarbonsaure ist. oder deren physiologisch vertraglichen Salze. Derartige Mischun- 
gen eignen sich als Glasbildner bei der Lyophilisation von Biomolekulen und haben dadurch den Vorteil, daB die so her- 
gestellten Lyophilisate Liber einen langeren Zeitraum (vorzugsweise mindestens ein Jahr. insbesondere 1-2 Jahre bei 
Kuhlschrankteniperatur oder Raunitemperatur) hinweg stabil sind. Dies ermoglichi die Reduzierung oder die vollige 
Veniieidung der oben erwahnten weniger geeignete n Substanzgruppen, so daB die Nach lei I e bei der Verwendung der ge- 45 
nannlen Substanzgruppen bei der Herstellung von pharmazeutischen Darreichungsformen weitgehend vennieden wer- 
den konnen. 

Pharmazeutisch stabile Lyophilisate konnen dann erhalten werden. wenn das Paar aus der basischen Aminosaure und 
dem zur pH-Einstellung notwendigem Gegenion so gewahlt wird, daB bei der Lyophilisation eine Matrix entsteht. die 
mindestens teilweise amorph ist und eine Glasubergangsteinperatur von mehr als 50°C. vorzugsweise mehr als 65°C. 50 
insbesondere mehr als 80°C aufweist. Fiir das Herstellungsverfahren ist von Vorteil, wenn die gefrorene Losung eine 
Glasubergangsteinperatur von mehr als -40°C aufweist. 

Zur Einstellung des pH-Wertes konnen femer physiologisch vertragliche Sauren oder Basen so wie deren Salze einge- 
setzt werden. Geeignete Sauren sind anorganische oder org anise he Sauren. wie beispielsweise Phosphorsaure. Essig- 
siiure, etc. Vorzugsweise werden freie Sauren oder Basen eingesetzt, mn eine moglichst niedrige Salzkonzentration ini 55 
Lvophilisat zu erreichen. Zur Einstellung eines pH im Bereich 5-7 bei Verwendung einer basischen Aminosaure wird 
vorzugsweise Phosphorsaure als anorganische Saure eingesetzt. Mit einigen Peptiden und Proteinen wurde in Arginin- 
Phosphat die Bildung von Protein- Aggregaten bei der Herstellung der zu lyophilisierenden Losung beobachtet. sofern 
der Phosphatgehalt hoher als 5 mM lag. Ahnliches Verhalten wurde bei Verwendung von Arginin-Cilrat festgestellt. 
Uberraschenderweise kann die Bildung von Aggregaten reduziert oder weitgehend vennieden werden, wenn anslelle des 60 
Phophatsalzes der Aminosaure Arginin als Gegenion Mono- oder Dicarbonsauren eingesetzt werden. Lyophilisate niit 
stabileni Glaszustand wurden insbesondere dann erhalten. wenn Aminodicarbonsauren (z. B. saure D- oder L-Amino- 
sauren) oder Dicarbonsauren eingesetzt werden. 

Daruberhinaus weisen die erfindungsgeniaBen Darreichungsformen den weiteren Vorteil auf. daB die Glasubergangs- 
temperatur wie auch das Erscheinungsbild des Lyophilisatkuchens weiler verbessert wurde, insbesondere dann, wenn zu- 65 
satzlich eine neutrale Aminosaure zugegeben wurde. selbst wenn diese teilweise auskristallisiert. Die Menge kann dabei 
in weilen Grenzen variiert werden (5-50% der gesamlen Hilfsstoffnienge). 

Die erfindungsgeniaBen Darreichungsformen haben den Vorteil, daB sie uber langere Zeit bei Raunitemperatur lager- 
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50 


stabil sind. Damit ist auch bei UntefnFechung der Kuhlkette die sichere Anwendung al^^f/zneiiuittel gewahrleistet. 

Als geeignete Zusatz- oder Hilfsstoffe iiu Sinne der vorliegenden Erlindung komuien als bevorzugte Ausfuhrungs- 
fonn eine Kombination aus einer basischen. einer sauren und mindesiens einer neuiralen Aniinosaure in Frage. Diese 
Kombinationen sind physiologisch gut vertniglich. besitzen guie Gefriertrocknungseigenschaften und verbessem die 
5 (hermisehe Stabilisitat lyophilisierter Biopoiyinere. AuBerdem fiihrt das Aurlosen des Lyophilisais mil Wasser schnell zu 
einer klaren Los una. 

Die Menge der errindungsgeniaBen Zusatzstoffe werden bevorzugt derart ausgewahlt. daB das Gewichlsverhaltnis der 
in Gruppe c) genannlen Sauren (Aminodiearbonsauren, Hydroxycarbonstiuren oder Dicarbon sauren) zu den basischen 
D- oder L-Aniinosaiiren der Gruppe a) im Lyophilisat ini Bereich von 0.01 : 1 bis 2 : 1 beiragt. .Besonders vorteilhaft ist 

10 ein Bereich von 0,1 : 1 bis 1:1. insbesondere eiwa0.5 : 1. 

Ini Sinne der vorliegenden Erfindung koiunien zahlreiche Peptide oder Proteine als Wirkstoffe zur Herstellung der er- 
findungsgemaBen pharmazeutischen Darreichnungsformen in Frage. wie z. B. Immunmodulatoren. Lyiuphokine. Mono- 
kine, Cytokine, Enzyme, Amikdrper. Wachstumsfaktoren, wachstumshemmende Faktoren. Bluiproteine, Hormone, Vak- 
zine, Blutkoagulationsfaktoren, sowie enisprechende Vorlauferproteine, Muteine oder Fragments hiervon. Die Peptide 

15 oder Proteine besitzen ein Molekulargewicht von 1 D- 100 000 D, bevorzugt mindesiens 5 D, 10 D, 20 D bis zu 50 D oder 
75 D. Beispielhaft seien folgende Peptide oder Proteine genannt: Atrial naturetischer Faktor bzw. ANP (s.a. WO 
85/33768), Urodilatin bzw. Ularitide (s.a. WO 88/06596, WO 95/33768). Cardiodilatin (s.a. WO 85/02850), BNP (brain 
natriuretic peptides), Auriculin. Interferone. Kolonie-stimulierende Faktoren, Interleukine (1L-1. XL- la, IL-lp, EL-2. 
IL-3, IL-4, etc.) Makrophagen aktivierende Faktoren, B-Zell Faktoren. Urokinase. Plasminogenaktivatoren. TNF. NGF. 

20 Erythropoietin. EGF. hGH. BMP (bone morphogenic proteins). Calcitonin, Insulin oder Relaxin. 

Auch Nukleinsauren wie Plasmide, DNA-Fragmente oder RNA-Striinge eignen sich t"tir die erfindungsgemaBen Dar- 
reichunesfomi. 


Beispiel 1 


Rezeptur 1 Konzentration der AusgangslosLing 

L-Arginin 20 nig/ml 

Asparaginsaure 10 nig/ml 

Tween 80 0,1 mg/ml 

G-CSF 0,35 nig/ml 


Der pH-Wert der Losung wird mit H3PO4 auf pH 7,4 eingestellt. Die angegebenen Konzentrationen beziehen sich auf 
die Losung vor der LyophiLisation. 

2 g L-Arginin und 1 g L-Aspartar wurden in 50 nil Wasser gelost und durch Zugabe von Phosphorsaure ein pH von 7,8 

S5 eingestellt. Zu dieser Losung wurden 35 mg G-CSF (gelost in 30 nil 100 mM Pliosphat-PurYer) zupipettiert und 5 tnin. 
geruhrt. AnschlieBend wurden 10 ml Tween 80 (als 10% waBrige Losung zupipettiert und weitere 20 min. geriihrt. Der 
pH wurde durch Zugabe von Phosphorsaure auf 7,4 eingestellt und das Volumen auf 100 ml aufgefullt. Diese Losung 
wurde membranfiltriert (PVDF-Filter 0.2 pm) und jeweils I ml in Glasvials abgefullt. Nach Aufsetzen eines geeigneten 
Stopfens wurde eine Gefriertrocknung durchge fiihrt, wobei die Trocknung tiber einen Zeitraum von insgesaint 40 Stun- 

40 den erfolgt. Die vials wurden anschlieBend verschlossen und bis zur Analyse bei unterschiedlichen Teniperaturen gela- 
gert. Mit DSC wurde festgestellt, daB die Glasiibergangstemperatur des Kuchens bei 99°C liegt. Nach 26 Wochen wur- 
den von unterschiedlich gelagerten Proben dieses Lyophilisats Rontgenbeugungsspektren aufgenommen. Diese zeigen, 
daB es auch nach Lagerung bei einer Temperatur von +60°C vollamorph ist 

45 Beispiel 2 (Vergleichsbeispielj 

Rezeptur 2 Konzentration tier Ausgangslosung 

L-Valin 20 mg/ml 

Glycin 20 mg/ml 

Tween 80 0.1 mg/ml 

G-CSF 0,35 nig/ml 

Der pH-Wert der Losung wird mit NaOH auf pH 7,4 eingestellt. 

2 g L-Valin und 2 g Glycin wurden in 50 ml Wasser gelost. 10 nil Tween 80 (als 10% waBrige Losung) zupipettiert und 
55 20 min. geruhrt. AnschlieBend wurde der pH durch Zugabe von NaOH auf 7.4 eingestellt. Zu dieser Losung wurden 
35 mg G-CSF (gelost in 30 ml 100 nuM Phosphat-Puffer) zupipettiert und 5 min. geruhrt. Der pH wurde kontrolliert und 
das Volumen auf 100 ml aufgefullt. Von dieser Losung wurde nach Abfullung in vials ein Lyophilisat wie unter Beispiel 
1 hergestellt. Im DSC dieses Lyophilisats unmittelbar nach Herstellung war kein Glasubergang zu erkennen. Anhand von 
Rontgenbeugungsspektren und Aufnahmen im Rasterelektronenniikroskop war zu erkennen. daB der Kuchen volikristal- 
60 lin ist. Es sind keine amorphen oder teilamorphe Strukturen nach we is bar. 


65 


4 


BN8OOCCO: «DE__187iei64A1JU» 


DE 197 16 L54 A 1 

Beispiel 3 < Vergleichs bei spiel) 


Rezeptur 3 Konzeniraiion »1er Ausgangslosune 

L-Valin 20 mg/ml 

G I vein 20 mg/nil 

Tween 80 0.1 mg/ml 

LDH (l50U- 5C »0.5iug 

Der pH-Wen tier Losung wire! mil NaOH auf pH 7.4 eingestelli. 

2 g L-Valin unci 2 g Glvcin wurden in 70 nil Wasser gelosi unci 20 min. geruhrt. Ansehliefiend wurde der pH durch 
Zugahe von NaOH auf 7.0 eingestelli. Zu dieser Losung wurden 50 nig (15 kU) LDH (aus Sehweinemuskel. gelosi in 
20 ml 100 niM Phosphat- Puffer) zupipettien unci 5 min. geruhrt. Der pH wurde komrollieri unci das Volumen auf 100 nil 
aufgefullt. Von dieser Losung wurde naeh Abfullung in vials ein Lyophilisai wie unter Beispiel 1 hergesieili. Diese Re- 
zeptur ist ebenfalls vollkristallin. Es sinci keine amorphen Strukturen naehweisbar. 

Beispiel 4 


Rezeptur 4 Mcngeninhalt pro vial 

L-Arginin 20 mg 20 

L-Phenylalanin 10 mg 

L-Asparaginsaure 10 mg 

Tween 80^ 0. 1 nig 

LDH (150U 25 ° C )0.5 mg 

Der pH-Wert der Losung wird mil HjP0 4 auf pH 7,4 eingestelli. -> 
2 g L-Arginin, 1 g Asparaginsaure unci I g L-Phenylalanin wurden in 70 ml Wasser gelost und 20 min. geruhrt. An- 
sehlieGend wurde der pH clurch Zugabe von Phosphorsaure auf 7,4 eingestellt. Zu dieser Losung wurden 50 mg (15 kU) 
LDH (aus Sehweinemuskel. gelosi in 30 ml 100 niM Phosphat-Puffer) zupipeltiert und 5 min. geruhn. Der pH wurde 
konlrolliert und das Volumen auf 100 nil aufgefullt. Von dieser Losung wurde naeh Abfullung in vials ein Lyophilisai 
wie unter Beispiel 1 hergestellt. Die Analyse ergab, da8 ein Teil cles Phenvlalanins in kristalliner Form vorliegl. der Ku- M) 
ehen also leilweise krisiallin. teilweise aniorph isi. Wahrend der Lagerung blieb der kristalline Anteil konstani. 


Beispiel 5 

Von den Rezepturen 1 und 2 wurde naeh Lagerung cler Vials bei RT der Gehalt an unverandertem G-CSF mil RP- 
HPLC beslimmt: 


Anteil u n vera rule nes Pro- 
tein naeh 4 Wochen RT 

Bulk-Wirkstoff ohne Zusatz 96,5% 
von Hilfssroffen. lyophil. 
L-Arginin/PhosphatArween 98.9% 
80 (Rez. I ) 

L-Valin/Glvcin/Tween (Rez. 92.0% 
2) 

Von den Rezepturen 3 und 4 wurde naeh Lagerung cler Vials bei RT (naeh 5 bzw. 13 Woe hen) die enzymatisehe Akii- 
vitai im gekoppelien optischen Test bestimmt: 



naeh Lyo. 

5 Wochen 
RT 

13 Wochen 
RT 

Bulk-WirkstofF ohne Zusatz von 
Hilfstoffen, lyophil. 

61,3% 

29,1 % 

11,4% 

L-Arginin/Phosphat/L-Phenylalanin 
(Rez. 4) 

81,2% 

74,3 % 

58,1 % 

L-Valin/Glycin/ (Rez. 3) 

64,1 % 

9,2 % 

< 1 % 


r>5 


5 
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Bei spiel 6 


Analog zu Rezeptur 4 wurden Lyophilisaie hergesielU. Arginin wurde jedoch durch diesetbe molare Menge anderer 
basischer Aminocarnonsauren ersetzt. Es wurde die Enzymaktivitat von LDH i in Lyopliilisat nach 5 Wochen nach Lage- 
rung bei Ramnteniperatur (RT) bestinmii: 



No. 

nach 
Lyo. 

5 Wochen RT 

L-Citrullin 

Rez. 5 

82,2% 

60,4% 

L-Histidin 

Rez. 6 

65,5% 

53,1% 

L-Lysin 

Rez. 7 

68,6% 

56,5% 

L-Ornithin 

Rez. 8 

65,5% 

46,5% 


Beispiel 7 


45 


Rezeptur Konzentration der Ausgangslosung 

L-Arginin 20 mg/ml 

L-Isoleucin 10 mg/nil 

rhNGF lOugT 

Der pH-Wert der Losung wird mit Saure pH 6,3 eingestellt. 

Jeweils 2 g L-Arginin wurden in 50 ml Wasser gelost und durch Zugabe einer Saure ein pH von 63 eingestellt. 1 g Iso- 
leucin sowie 1 nig rhNGF wurden zugegeben und mit Wasser auf ein Voluinen von 100 nil aufgefiilll. Diese Losung 
wurde men ib ran tilt rie rt (PVDF-Filter 0,2 jjm) und jeweils 1 nil in GlasviaLs abgefullt. Nach Aufsetzen eines geeigneten 
Stopfens wurde eine Gefriertrocknung nach einer Gesamttrocknungszeit von etwa 40 Stunden durchgefuhrt. Die Lyophi- 
lisaie wurden anschlieGend mil DSC venuessen. 

Ersebnis 


zur pH-Einstellung 
eingesetzte Saure 

No. 

Tg 

Bewertung 





HC1 

Rez. 9 

41,4 °C 


L-Milchsaure 

Rez. 10 

54,3 °C 

(+) 

3 -Hydroxybuttersaure 

Rez. 11 

37,7 °C 


Apfelsaure 

Rez. 12 

67,8 °C 

+ 

Bernsteinsaure 

Rez. 13 

76,1 °C 

+ 

Fumarsaure 

Rez. 14 

81,0 °C 


Maleinsaure 

Rez. 15 

82,3 °C 

H-h 

L-Glutaminsaure 

Rez. 16 

86,1 °C 

++ 


60 


65 


Beispiel 8 

Nach deni Verfahren aus Beispiel 7 wurden Lyophilisate mil dem Wi rksi off Ulari tide hergesielU mil folgender Zusam- 
mensetzung pro vial: 

a) Rezeptur 17 (Vergleichsbeispiel) 
1 nig Ularilide 
10 ma Mannit 


BM8DOC1D: «D5_1ff7iei64A1JL^ 


DE 197 16 154 A L 


mil Essigsaure ad pH OS, 

Nach Analyse im Rontgenbeugungsmusier zcigi sich, da6 das Lyophilisat eine vollkristalline Slruklur aufwcist. Es 

sind koine amoq?hen oder leilamorphe Simkturen nach we is bar. 

b) Rezepiur 18 

1 nig Ularitide 

20 mg L-Arginin 

10 nig L-Isoleucin 

mil Asparaginsaure ad pH 6.3 

Bewertung im DSC: 

Rezepiur 17: kein Glasiibergang erkennbar, isi vollkrisiallin 
Rezepiur 18: Tg=S5.1°C. 

Beide Rezepiuren 17 und 18 wurden 1 Jahr bei Raumiemperatur gelageri. Die anschlieBende Gelelektrophorese ergab 
folgende Result ale: 

Rez. 17: Dimere > \% und losliche Aggregale 
Rez. IS: 100% Monomer: leilamorphe Struktur 

Beispiel 9 


10 


15 


Nach dem Verfahren aus Beispiel 7 wurden Lvophilisaie nach den lolgenden Rezepiurzusamniensetzungen No. 19-23 
mit dem WirksiotT Ularitide folgende Zusammensetzung pro vial hergesielli: 


2D 


a) Rez. 19 (Vergleichsbeispiel) 
1 mg Ularitide 
50 mg Saccharose 
10 mg Glycin 

6 me Polvethvlenslvcol 6000. 


Miltels DSC-Verfahren konnle keine Glasiibergangstemperatur bestiniml werden. Das Lyophilisat isi vollsiandig kri- 
stallin ohne erkennbar amorphe oder leilamorphe Anteile. 


b) Rez. 20 

1 mg Ularitide 

20 mg L-Arginin 

10 mg L-Isoleucin 

mil Asparaginsaure ad pH 6.3 

c> Rez. 21 " 

4 mg Ularilide 

20 mg L-Arginin 

10 mg L-Lsoleucin 

mit Asparaginsaure ad pH 6,3 

d) Rez. 22^ 

1 mg Ularitide 

20 mg L-Arginin 

10 mg L-Leucin 

mil Asparaginsaure ad pH 6,3 

e) Rez. 23 (Vergleichsbeispiel) 
1 n ig Ularitide 

25 mg Saccharose 
20 mg Glycin. 

Alle Rezepiuren 19-23 wurden in einem Belastungstest bei untersehiedlichen Temperaturen gelageri und anschlieticn 
mil RP-HPLC der Gehali bestinmit. 



Startwert 

13 Wo. 5°C 

13 Wo. 25°C 

13 Wo. 40°C 

Rez. 19 

99,3 % 

99,1 % 

98,8 % 

96,3 % 

Rez. 20 

99,7 % 

99,3 % 

99,7 % 

99,6 % 

Rez. 21 

99,6 % 

99,6 % 

99,5 % 

99,2 % 

Rez. 22 

99,7 % 

99,5 % 

99,2 % 

99,4 % 

Rez. 23 

99,4 % 

99,5 % 

98,2 % 

93,1% 


60 


65 
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Nach dem Verfahren aus Beispiei 8 wurden Lvophilisate mil dem Wirksioft' Ulariiide hergesiellt mil folgender Zusam- 
menselzung pro vial: 

5 

a) Rez. 24 (Vergleichsbeispiel) 

1 nig Ularitide 
15 mg Give in 

2 nig L- [sole lic in 
10 10 mg Harnstott 

0,5 mg Polysorbai 

mit Na-Acetat-Pufrer ad pH 6,8; vollstandia krisiallin. 

b) Rez. 25 

1 nig Ulariiide 
15 20 mg D-Arginin 

10 mg D-Isoleucin 
mil D-Asparaginsaure ad pH 6,8 

c) Rez. 26 

1 mg Ulariiide 
10 20 mg L-Arginin 

10 mg L-Isoleucin 
mit L-Asparaginsaure ad pH 6,8 

d) Rez. 27 

1 mg Ularitide 
25 20 mg L-Threonin 

10 mg L-Isoleuein 
ej Rez. 28 (Vergleichsbeispiel ) 
1 mg Ularitide 

15 mg Polyeihylenglykol 6000 
J0 5 mg Phenylalanin. 

Die Rezepturen wurden in einem Belaslungstest bei uniersehiedlichen Temperaturen gelagert und anschlieftend mit 
RP-RPLC die Menge des Hauptabbauprodukts bestimmi ('Peak XI ): 



Startwert 

13 Wo. 5°C 

13 Wo. 40°C 

Tg 

Rez. 24 

0,2 % 

2,1 % 

6,5 % 


Rez. 25 

0,4 % 

0,4 % 

0,5 % 

83,8°C 

Rez. 26 

0,2 % 

0,2 % 

0,4 % 

84,6°C 

Rez. 27 

0,3 % 

1,8 % 

3,5 % 

61,2°C 

Rez. 28 

0,3 % 

2,8 % 

4,7 % 




50 Beispiei 1 1 

Nach dem Vert'ahren aus Beispiei 7 wurden Lvophilisate mit dem Wirkstoff Ularitide hergestellt mit folgender Zusani- 
mensetzung pro vial: 

55 a) Rez. 29 

1 mg Ularitide 

70 mg Saccharose 

10 mg L-Phenvlalanin 

b) Rez. 30 
60 1 mg Ulariiide 

85 mg Saccharose 

e) Rez. 3 1 

1 mg Ularitide 

46 mg Raffinose 
65 10 ma L-Phenvlalanin 

d) Rez. 32 

1 mg Ularitide 

20 mg L-Arginin 
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5 nig L-Phenvlalani 
mil L-Asparaginsaure act pH 63 

Alle Rezepiuren 29-32 wurden in eineni Belasiungstest bei unierschiedlichen Temperaturen gclagen. anschliefiend 
das Lyophilisai in jeweils 1 ml Wasser gelost und die Triibung der rekonsiiiuierten Losung nach ! Sid. in eineni Nephe- 
lonieter (Marke Hach) besiimmi. Triibungswerte iiber l.Ogelten als bedenklich. Da die Hiifsstoffe gui loslich sind. is( die 
Ursache fur die in einigen Rezepiuren beobaelileie Liniriibung eine Aggregation des Pepiids. 


Ergebnisse 

10 


Rez. 

Startwert 

4 Wo. 

4 Wo. 

4 Wo. 

13 Wo. 

13 Wo. 

13 Wo. 

Nr. 


KS 

RT 

40 °C 

KS 

RT 

40 °C 

19 

0,6 

0,8 

0,5 

1,6 

0,8 

1,4 

3,6 

23 

0,7 

0,5 

0,4 

1,2 

0,8 

0,9 

1,4 

29 

0,7 

0,7 

0,6 

0,6 

1,4 

U 

1,7 

320 

0,8 

0,7 

1,1 

1,0 

1,7 

1,9 

1,7 

31 

1,4 

1,2 

1,1 

1,4 

n.d. 

n.d. 

n.d. 

32 

0,6 

0,5 

0,7 

0,6 

0,5 

0,5 

0,5 

20 

0,5 

0,6 

0,6 

0,7 

0,6 

0,7 

0,8 


25 

Beispiel 12 

Ulariiide wurde in verschiedene Rezepturen nach Lagerung wie in Beispiel 11 rekonslituien und die Losung nach 
3 Stunden mil eineni Lichistreuniefigerat (PMS) auf Partikel bin uniersucht. 

Ergebnisse: (angegeben sind jeweils Mitlelwerte aus der Zahlung von 5 vials) 


Rez. 
Nr. 

Startwert 

4 Wo. 
KS 

4 Wo. 
40 °C 

13 Wo. 
KS 

13 Wo. 
40 °C 


>5 

>25 

>5 (itn 

>25 

>5 
|im 

>25 
|im 

>5 
(im 

>25 
(im 

>5 
ura 

>25 
fira 

25 

78 

4 

140 

21 

1262 

28 

713 

28 

2560 

35 

31 

36 

2 

160 

6 

849 

17 

440 

11 

1389 

22 

34 

4 

0 

6 

0 

21 

4 

31 

1 

65 

11 

22 

11 

0 

13 

1 

34 

3 

17 

0 

42 

7 
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Beispiel 13 (Vergleichsbeispiel) 

Rezeptur 33 Konzentration der Ausgangslosung 

L-Arginin 20 nig/nil 

Ulariiide 1.0 mg/nil 

Der pH-Wert der Losung wird mil H3PO4 auf pH 6,0 eingestellt. 

2 g L-Arginin und 1 g L-Aspartat wurde n in 50 nil Wasser gelost und durch Zugabe von Phosphorsaure ein pH von 6,0 
eingesielll. Zu dieser Losung wurden 100 nig Ularitide (gelost in 30 ml H 2 G) zupipetiien und 10 ruin, geriihrt. Nach 60 
60 Minute n wurde die Losung irub und das Protein Hockte aus. Der Versuch wurde daraufiiin abgebrochen. 


Paten tanspriic he 

1. Lyophilisierte Zubereilungen enthaltend 65 

a) Biomolekiiie ausgevvalilt aus der Gruppe bestehend aus Proteinen. Peptiden. Nukleinsiiuren und Kohlehy- 
draten. 

b) eine oder mehrere basische D- oder L-Aniinosciure und 
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c) eine oder niehrere AraTiodicarbonsaure. Hydroxycarbonsaure. Hydroxyei^rbonsaure oder Dicarbonaure, 
oder deren physiologiseh vertragliche Salze. wobci die Hilfssioffe im Lyophilisai zuniindest reilweise in amorpher 
Fonn vorlicgen. 

2. Lyophilisierte Zubereiiungen gemaB Anspruch 2. dadurch gekennzeichnet; daB das Gewi^htsverhalinis der in c) 
genannien Zusatzstofte zu den in b) genannien ZusaizstolYen im Bereieh von 0,1 : 1 liegt. ^ 

3. Lyophilisierte Zubereitungen nach eineni der Anspriiche 1-2, dadurch gekennzeichnet. daB sie als Hilfssiofte 
Polyniere (Verbindungen mil eineni Molekulargewicht > 1000) in einer Menge von weniger als lOGew.-% der ge- 
samten Hilfsstoftmasse enthalten. 

4. Lyophilisierte Zubereitungen nach eineni der Anspriiche 1-3, dadurch gekennzeichnei, daB sie eine Glasuber- 
gangsteniperatur von > 50°C aufweisen. 

5. Lyophilisierte Zubereitungen nach einem der Anspriiche 1-4. dadurch gekennzeichnei, daB die gefrorene L6- 
sung vor der Lyophilisation eine Glasubergangstemperaiur von niehr als -40°C autXveisen. 

6. Lyophilisierte Zubereitung nach eineni der Anspriiche 1-5. dadurch gekennzeichnet. daB die saure Aminosaure 
Asparaginsaure oder Glutaminsaure ist. 

7. Lyophilisierte Zubereitungen nach eineni der Anspriiche 1-6, dadurch gekennzeichnet, daB sie zusatzlieh eine 
oder niehrere Aminosauren niit hydrophobem Rest enthalten. 

8. Lyophilisierte Zubereitungen nach Anspruch 7 enthaltend Leucin. Isoleucin. Valin oder Phenylalanin. insbeson- 
dere Isoleucin oder Phenylalanin. 

9. Lyophilisierte Zubereitungen nach eineni der Anspriiche 1-9, dadurch gekennzeichnet. daB die mil Wasser re- 
konstttuierte Losung einen pH-Wert zwischen etwa 3 und 9 aufweisen. 

10. Lyophilisierte Zubereitungen nach eineni der Anspriiche 1-9. dadurch gekennzeichnet. daB das Massenverhalt- 
nis Wirksioff zu Hiltsstoff kleiner als 1 : 10 ist. 

11. Lyophilisierte Zubereitung gemaB eineni der Anspriiche 1-10. dadurch gekennzeichnet, daB das Biomolekul 
ein Peptid aus der Klasse der Atrialen Natriuretischen Peptide ist. 

12. Verfahren zur Herstellung von lyophilisierten Zubereitungen nach einem der Anspriiche 1-11, dadurch gekenn- 
zeichnet. daB man eine Losung oder Suspension des Biomolekiils in eineni physiologisch vert rag lichen Losungs- 
mittel herstellt und a) eine oder niehrere basische D- oder L-Aminosauren; und b) mindestens eine oder niehrere 
Aniinodicarbonsauren oder organische oder anorganische Sauren hinzufugr. und anschlieBend die Losung lyophili- 
siert. 
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